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(2)試 料に試薬を添加または加熱、雰囲気置換(酸 素、窒素)な どを行いながらの発光測定
(3)化 学発光スペク トル分析















第2章 では、食品および生体成分のひとつであるア ミノ酸の酸化生成物の極微弱化学発光現象を調査 し
た。これまで過酸化水素以外の親水性過酸化物の発光分析例はあま りない。親水性過酸化物の検出は食品や
生体の劣化および老化の樹 舗 斬 に重要 と考えた。また、ヒドロペルオキシ ドの特1生に応 じて分析カラムや
溶出溶媒を選択することにより、CL-HPLC法 を利用 して親油性分子(脂 質、ビタミンEの ヒ ドロペルオ













どの最適条件を検討 した。全 自動血中過酸化脂質分析装置を開発す ることにより、臨床分野での血中過酸化
脂質の分析が容易にな り、多 くの疾病 との相関データが得 られるものと期待 した。



















リポキシグナーゼ欠損(リ ボ欠)大 豆は1987年 茨城県産"ス ズユタカ"で あり、喜多村啓介博士(当時
岩手大学農学部)よ り恵与 されたものである。正常大豆、リボ欠大豆共に95%以 上の発芽率を示 した。発芽
率と化学発光の関係を調査 した実験で使用 した大豆種子は1986年 宮城県産"タ ンレイ"(大 町タネ)で あ
る。相対湿度32,57,84%に 保った密閉容器にそれぞれ100粒 ずっ乾曝種子を入れ、一方を温度25℃ 、
他方を温度50℃ の面 昼室内で2,4,6日 間保存 した。容器内の相対湿度の調製は、塩化カ リウム(84%RH:,
RelativeH㎜i的)、 臭化ナ トリウム(57%R}D、 靴 マグネシウム(32%RI∋ の食訥 水渥蔽 で行った
発芽率を測定する場合は保存容器から取 り出した大豆種子を1分 間'10%次 亜塩素酸ナ トリウムに漬 けて
一139一
殺菌後、蒸留水で洗浄 し、さらに25℃ の蒸留水を洗浄大豆種子に加 え2時 間膨潤させた。その後、滅菌 した
脱脂綿 とロ紙を敷いたシャーレに10粒 の膨潤種子をおき、数 日間保存後の発芽種子数を数えた。
髄
シャー レに10粒 の大豆種子を入れ、5mlの 蒸留水 を添加 して、化学発光を測定 した。また大豆種子を
粉砕 したものを2.5g秤 量 し、計測に用い鳥 計測にはChem且 ㎜ 血escenoeAn瓠yzerOX7(東1ヒ 電子産
業(株)、単一光子計数装置)を用いた。光電子増倍管(PMDの 有効検出波長領域は300-650㎜ であった。化





リポキシゲナーゼ活性を発現す る通常大豆の場 合と同様 にリポキシゲナーゼ欠損大豆種子を蒸留水に浸
漬 した時の化学発光量の変化を調べた。その結果、大豆種子に蒸留水を添加 した場合の極微弱化学発光の経
時的な発光パターンはコン トロール と4種 類の リポキシゲーゼ欠損種子の間で差は認められず、蒸留水添
加後、高い発光量を示 し、その後徐々に低下 した(Fig.1)。 このことか ら大豆種子に蒸留水を添加 した とき






































































丸のままの大豆種 子に蒸留水を渤 ロした場合の化学発光スペク トルをFig2に 示 し鳥400もoo㎜ の間
にブロー ドなピークが得 られ、540㎜ ～560㎜ にピークが認め られ彪 水浸大豆種子の発光原因としては
脂質を初めとする酸化物またはその分解物やポリフェノール類による発光ではないかと考えられた。
相対湿度32,57,84%,温 度25,50℃ の各条件下で大豆種子を2,4,6日 間保存す ると丸のまま、粉砕物共に
50℃ 保存の方が25℃ 保存より発光は強く、発芽率は低かった。また同 じ50℃ 保存条件下においては水浸漬
より乾燥粉砕物の方が発光は強かった。Fig.3に 、大豆種子粉砕物の発光量 と種子発芽率の相関関係を示 し
た。発芽率 と極微弱発光弓鍍 の間にはF-0.840の 負の相関がみられ、発光量が高いほど発芽率の低いこと
がわかった。発芽率と極微弱光弓鍍 の関係から考えると今回の実験で設定 した条件の うち、種子保存の条件






























































































































































































































反応溶液(20ml)は,0.4mmolの ア ミノ酸、光増感剤として2μmolメ チレンブルーを0.01Mリ ン
酸暖衝液に溶解 したものを用いた(pH7.1)。 光源 との距離は10cmで 、500Wフ ォ トリフレクタランプをお
き、酸素b曲b㎞gを 行いながらα2時 慣蹴 料に対 して光照射を行っ鳥 また、短波長光(420㎜ 以下)の
影響をのぞくため色ガラスフィルター(東芝:Y-42)を 光源 と試料の問にセ ットした。得 られた一重項酸素酸
化産物はケイ酸カラムクロマ トグラフィーによってメチレンブノレーを除去後、蛍光の影響 を除くため、約30
儲 所に放置 したものを測定試料とした。化学発光測定はChemi㎜ 血esoenoeAI助zerOX7(検 出波
長領域300～650㎜)を 用い鳥 試料3mlを シャー レに入れ、その極微靴 学発光量を測定 し鳥
CL・HPLCシ ステムには日本分光㈱製HPLCシ ステムと東北電子産業㈱製CLD・100を 組み合わせた。
カラムはSIL・Cl8を 用い、移動相は10mMKH2PO4を 使用 した。HPLCで 分離 された試料は,発 光試薬 と


















































17種 類のア ミノ酸について2時 間光増感酸化を行い、反応浴 夜からメチレンブルーを除去 した3mlの
化学発光量を測定 した結果をFig.4に 示 した。その結果、右端のコン トロール、 リン聯 雛1液 のみの場合 と
比較 して、 トリプ トファン(珈)、 ヒスチジン(His)の一重項酸素酸化産物で特に強い自発的な発光が観測 さ
れた。また発光試薬添加によりメチオニン(Met)、 アルギニン(Arg)、 リジン(Lys)な どで強い発光が認 めら
れた。そこでHisお よびMet酸 化物のCL-HPLC分 析を試みた。
ヒスチジン光酸化物のCL・HPLC分 析を行った結果、1分 から20分 と光酸化時間が長くなるほど生成
物の発光量は増加 した(Fig.5)。 還元剤であるNaBH4を 添加するとこれ らの ピークはすぺて抑制 された。
Hisの 酸化物は発光試薬なしで自然発光を示すものと発光試薬と反応 して強く発光する成分の2種 類があり、
前者の発光成分 としては励起カルボニル、後者の発光性成分としてはエン ドペルオキシ ドおよび酸化の副生
物である過酸化水素が主な化学発光1生物質であると考えられた。次にMetの 一重項酸素酸化物をCL・HPLC
システムを用いて分析 した。Hisの 酸化産物 と同様に酸化時間 と発光量の変化を見ると反応時間が長いほ
ど発光量は高くなった(Figβ)。Metは 一重項酸素で酸化されるとMetス ルポキシ ドと過酸化水素を生 じ
ることが知られている。UVの クロマ トグラムからも酸化時間が長 くなるほどメチオニンが減少 し、メチオ
ニンスルポキシ ドと過酸化水素が増加す る現象が石鶴忍された。またメチオニンスルポキシ ドが生成 される過
程で、過酸化物が生成すると推察 されている。発光ピークはNaBH4添 加により抑制され、カラターゼ添加
によりFig.6左 側の発光 ピークのみが抑えられた。従って得 られた2っ の発光 ピークは酸化の副生物である
過酸化水素およびMet過 酸化物由来の発光であると考えられた。
以上の結果か ら、食品や生体試料では脂質以外に、ア ミノ酸の酸化生成物 も発光現象に関与することが
新たに示 された。ア ミノ酸過酸化物の検出にCL・HPLC法 が有効であることが確認 され、食品や生体成分
の分析への応用が期待 された。
第3章 核 酸 構 成 成 分 酸 化 物 の 極 微 弱 化 学 発 光 分 析
放射線や酸化的なス トレスによってDNA損 傷を引き起こすことが知られている。その時、細胞内のDNA
鎖が切断された り、DNA塩 基が変性され る。DNA塩 基のアデニン、グアニン、シ トシン、チ ミンの中で
最 も酸化を受 けや すいのはチミンであると言われてお り、修飾 された(酸 化された)チ ミンを検出して、そ
の構造的特徴を明 らかにす ることがDNA損 傷のメカニズムを知る上で重要である。
現在まで、チ ミングリゴールや これ らのチ ミン過酸化物の検出法 として薄層クロマ トグラフィー(TLC)
や蛍光または示差屈折計(RI)を 用いたHPLC分 析等が行われてきた。 しか し、ヒドロペルオキシ ド基を
特異的に高感度に検出する方法はまだ確立されていない。DNAの 酸化損傷を知る上で、核酸や核酸塩基の
ヒ ドロペルオキシ ドを特異的に検出す る方法の確立が期待されている。
そこで、このヒ ドロペルオキシ ド基を特異的に検出する方法を確立することを目的に化学発光法を用い
た検討を行った。本研究では、チミン過酸化物 として5一クロロ・6・ヒドロペルオキシ・5,6・ジヒドロチ ミン、





チミンヒ ドロペルオシキ ドは、チミン(和 光純薬)10mgを30%過 酸化水素1.5ml、 濃塩酸25μ1に 溶
か し、数 日間室温で放置して作成 した。その反応液を20倍 に希釈 し、その うち10μ1をCLHPLCに 供 し
た。発光試薬はチ トクロームoを10μg!m1、 ル ミノールを1μg!m1の 濃度でpH9.3の ホウ酸バ ッファー
に溶か して作成 した。CLHPLCシ ステムは第2章 と同 じシステムを用い、移動相は蒸留水を使用 した。
核磁気嬬(㎜)ス ペク トノ囎 こ1ま瞬 子製 弼OL㎜ 一砥100(内 辮 テ トラメチルシラン)
を用い、赤外吸収(IR)ス ペク トノ域則定には日本分光製JASCOIRREPORT(kBr錠 剤)を 用いた。 質
量スペク トル測定は日本電子製JEOLJMS-DX303(FD法)で 行 った。 ヒドロペルオキシメチル ウラ
シル(HPMU)は 、 ヒドロキシメチル ウラシル(和 光純薬)10mgを30%過 酸化水素1.5ml、 濃塩酸25
μ1に溶か し、数 日間室温で放置 して作成 した。酸1ヒ後、反応溶液を20倍 に希釈 して、その うち10μ1を
CL・HPLCに 供 した。
[実験結果]
Fig7に 、チ ミンを過酸 化水素1濃塩酸で酸化 して得 られ た過酸化 物のCL・HPLCの 化学発光 クロマ トグ
ラムを示 した。UVピ ークと重 なった2つ の発光性 の ピー ク(ピ ー ク1:9min、 ピー ク2:21mln)が 再
現性 良 く観測 され 、 これ らの ピー クは酸イゆ寺間 と共 に増 大 した。逆 にUVラ ロマ トグラム上 のチ ミンの ピ
ー クは酸 化時 間が長 くな るにっれ減少 した。発光 ピーク1と ピー ク2はNaBH4添 加によ り全て完全に消去
し、また カタラーゼ添加に より初期の非常に大きい発光 ピー クが消去 され る ことが明 らかになった。
ピー ク1,2の ㎜ スペ ク トル測 定では、 ピー ク1で はCH3(1.74)、C(6)H(5D3)、C(6)OH(6.79)、
N(1)H(8.71)、N(3)H(10,52)、00H(1201)、 ピー ク2で はCH3(1.74)、C(6)H(5.12)、C(6)OH(6B3)、N(1)H(8.62)、
N(3)H(10.56)、00H(12.10)の シグナル が観測 され、時間の経 過 と共 に00Hの シグナルが減 少 し、OH:の
シグナル が増加 した。これ らのデー タを既報文酬 直と比較 した ところ、 ピーク1と ピー ク2は 共に5位 にCl
基 、6位 に00H基 のつ いた5・ クロロ昏 ヒ ドロペル オキシー5,6・ジ ヒ ドロチ ミンであ り、1と2は それぞれ
シス体、 トラ ンス体で ある と考 え られ た。構造的に、また既報の よ うに、 トラ ンス体 の方がC(6)OH:の シ グ
ナル が複雑 に現れ、シス体の方 は トリプル に現れ るこ とか ら、 ピー ク1は トランス体、 ピー ク2は シス体 と
推 定 した。
ピーク1のIRス ペ ク トル はNH(3400)、vOH(3300)、vCH3(3100)、vC=O(1730,1685)、vCH3(1480)、
γC・0(1115,1100,1065)、 ピー ク2のIRス ペク トル はNH(3400)、vOH(3300)、 γCH3(3100)、 γC=0(1720)、
vCH3(1480,1385)、vC<)(1130,1070)を 示 した。 ピー ク1と ピー ク2の 両質量スペク トル において5・ クロ
ロー6・ヒ ドロペ ルオキシ・5,6一ジ ヒ ドロチ ミンの分子イオ ンピー クで あ るm/z=・195の シグナルが確認 された。
以上の結果か ち、チ ミン酸化物 のCL・HPLCで 検出 された2つ の ピー クは共 に5・ク ロロ・6・ヒ ドロペル オ
キシ・5,6・ジ ヒ ドロチ ミンであ り、ヒ.一ク1は トランス体、ヒ.一ク2が シス体で あることが明 らかにな った。
CLHPLCに よる トラ ンス型(a)、 お よび シス型(b)の5・ クロロ・6・ヒ ドロペル オキシ・5,6・ジ ヒ ドロチ ミ
ンの検 量線 は50-500pmo1の 濃度範 囲で比例 関係 を示 した。
Fig.8に5・ ヒ ドロペル オキシメチル ウラシル(HPMu)のcLH:PLCの ク ロマ トグラムを示 したbuv
ピー クと重なった化学発光性の ピー クが再現性良 く観測 され、還元剤 であるNaB宜4添 加に よ り完全 に消失
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され ることがわかった。また、TLC法 において5%ヨ ウ化カ リウム溶液を噴霧することにより黄色のスポ
ッ トを呈することからヒドロペルオキシ ド基をもつチミンの酸化物である可能性が示唆 された。
HPMUのCL・HPLCに よる検量線も30pmolか ら250pmo1の 範囲で比例関係を示 した。以上の結果
から、ヒ ドロキシメチル ウラシルを過酸化水素/濃 塩酸で酸化 した結果生 じる5叱 ドロペルオキシメチル
ウラシルは、CL・HPLC法 で特異的かつ高感度に検出可能であることが明 らかになった。





















































体中の脂質クラス別の過酸化物、例えばPCOOH(ホ スファチジルコリンヒ ドロペルオキシ ド)を検出する
方法 として化学発光検出一高速液体クロマ トグラフ(CL・HPLC)法 はフェム トモル レベルまで検出可能な
世界的に最も高感度で選択性の高い方法の一っである。血液中の過酸化 リン脂質量は、 これまでの研究で動
脈硬化症、高脂血症、糖尿病、慢性腎不全、アルツハイマー患者な どに高値 を示す ことが明らかにされてい
る。




そのため、血漿や血清か ら全 自動で脂質を抽出 し、濃縮せずにPCOOHを 検出す る方法を検討 した。現






今回開発 した全自動分析装置の概略図を、Fig9に 示 した。発光試薬には、ル ミノール(1μg〆ml、 生化
学用、和光純薬)と チ トクロームo(10μg!ml、 丘omhorseheart、SIGMA)を50mMホ ウ聯 雛 蔽
に溶解 したものを用いた。移動相には、2一 プロパノール:メ タノール:蒸 留水(145:45:20)を 使用 した、
2一 プロパノ.一ル とメタノールは再蒸留 し、蒸留水には超純水を使用 した。カラムぽ 順相シリカカラム、
SIL-NH:2、4β ×125mm(Merck)を 用いた。本装置に関 してさまざまな検討を行 った結果、PCOOH.測
定のために最 も適 した流速 として、移動相は1.Omレminに 、発光試薬は1.8myminに それぞれ決定 した。
温度変化の影響を極力防 ぐため、カラムオーブンを化学発光検出器に接続 し、カラムか らの溶出液はカ
ラムオーブン内部から直接発光検出器に導入され るよ うにした。また、反応に使用す る発光試薬もカラムオ
ーブン内から化学発光検出器へ導入 し、一定温度に加温したのち、発光検出器内のミキシングジョイン トで
溶出液 と混合 した。この結果、安定 した化学反応を生 じ、一定の発光ベースを保つことが可能になっ為 最
高感度が得 られるようにカラムオーブンは35℃ 、フローセルとミキシングジョイン トは40℃ 、移動相 と発
光試薬は5・10℃ に設定 した。高感度分析装置を構築 したことにより、抽出物を濃縮せずに、今までの約10
倍の感度(最 小検出量約300丘nolPCOOH)で 血中PCOOHが 検出できるようになった。
血清からの脂質の全 自動 曲出法はいろいろ試 した結果、ガラスフィルター とガラスウール を組み合わせ
たフィルターユニットを用いることで、溶媒で変性 したたん白質をスムーズに取 り除き、再現性良く脂質抽
出が可能であることが明 らかになった。 フィルターユニッ トはポ リエチ レン製 リザーバー(BondElut
Reservo比VARIAN)に ガラス繊維 ロ紙 とガ ラスウール をセ ッ トしたものである。全 自動脂質抽出には
酪PEC債uねmaticS㎜plePrep訓ationwithE式raction㏄1㎜s、G丑sonMe出c組Electro血cs





















































Figloに 、マニュアル操作の場合と全 自動操作の場合のPCOOHの クロマ トグラムの比較を示 した。
Fig.10の 上のクロマ トグラムは、210㎜ におけるUV吸 収スペク トルでピーク麻 酸化のPC、 ヒドロキ
シPCとPCOOHの 量を表わす。下は化学発光スペク トルでPCOOHの みの量を表わす。マニュアル操作
と全自動抽出で差は認められず、どちらも再現性 よくこれ らリン脂質分子種の分析が可能であった。
血清を5。〈)に冷却 したサンプルラックにセ ットし、順次、抽出、PCOOH分 析を行 った。12時 間サンプ



















抽出率、PCOOH検 出量 ともにマニュアル操作とほとんど変わ らないことが明 らかになった(恥ble1)。
添加回収実験でも脂質抽出率 と同レベルの回収率が得 られ、抽出過程でのart血ctに よるPCOOHの 増加
または分解などの可能性は極めて低いと推察された。
この全自動脂質抽出操作には1検 体当り約1時 間を要するが、連続多検体分析の場合は効率 よく多操作
を行 うため、約15分 おきに分析データを得た。サンプルは1度 に60検 体までセ ット可能であった。従来
の方法に比較 して高感度なPCOOHの 全 自動分析装置の開発に成功 した。血清の脂質抽出物を濃縮乾固せ
ずに分析できるようになった。高感度化 を図るために、(1)使 用する試薬を高純度にして不純物を除き、
(2)試 薬の最適な流速条件を設定 し、(3)カ ラムオーブンと発光検出器 を組み合わせて温度変化 の影響
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論 文 審 査 結 果 要 旨
極微弱な化学発光やこれを増幅させる化学発光分析は,従 来から知 られる吸光分析や蛍光分析に比較
して,格 段に検出感度が高 く,ま た,発 光系を工夫することにより検出しようとする目的成分に高い選
択性を持たせることができるなど,超 精密分析への応用が期待 されている検出法のひとつである。 しか








の発光特性の解析 と,こ の発光系を高速液体クロマ トグラフの検出部に応用 した装置(CL-HPLC装 置)の
試作によるアミノ酸酸化物の高感度分析を行った。 トリプ トファン,メ チオニン,ヒ スチジン,ア ルギ
ニン,リ ジンなどの発光特性を明 らかにして,こ れらの酸化物の高感度検出の条件を確立 した。
酸化ス トレスによるDNA損 傷を検知する目的で,こ れまで,化 学発光分析 に成功 していない核酸構成





て,血 清脂質 ヒドロペルオキシ ド分析の臨床検査への導入に道が開かれた。
これらの研究は,極 微弱化学発光分析の一般化と有効活用に大きく貢献するものであると判断された。
よって審査員一同は,本 研究者に博士(農 学)の学位 を授与するに値するものと認定 した。
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